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Elozmények, kitlizott célok

A DNS transzpozonok hasznos génatviteli vektorok gerinctelen modellekben,
¢s Ujabban gerincesekben is. A Sleeping Beauty (SB, magyarul
Csipkerozsika) transzpozon a funkciondlis genomika értékes eszkoze tobb
gerinces modell szervezetben, és igéretes a human génterapias alkalmazasok
teriiletén is. SB egy nem virusalapt vektor-rendszer, amely stabil
kromoszomalis integraciot és hosszatavi génexpressziot képes biztositani in
vivo. A virusalapu génbeviteli eljarasokkal dsszahasonlitdsban elmondhato,
hogy alkalmazdsa biztonsagosabb. SB egy olyan két-komponenst génvektor
rendszer, amely tartalmazza a bejuttatandd gént a transzpozon inverted
repeat-jei (IR, magyarul forditott szekvencia-ismétlodések) kozott valamint a
transzpozaz fehérjét.

A retrovirusok és a legtobb transzpozon esetében a kromoszomalis
integracios helyeket maga a transzpozaz, ill. retrovirusoknal az integraz (IN)
hatdrozza meg, melyek katalitikus domainje kontaktusba 1ép a cél DNS-sel.
modon kozelitették meg, hogy az IN-t fuzionaltattak egy specifikus DNS-
kotd fehérjével, pl. a A bakteriofag represszorral vagy az E. coli LexA
fehérjével. Bar ezek a fuzids fehérjék megvaltozott inszercids mintazatot
mutattak in vitro koriilmények kozott, sejtekre vald adaptalasuk komoly
nehézségekbe iitkozott. Sem a LexA operator sem a A operator szekvenciak
nem fordulnak eld6 human DNS-ben (tehat barmely technoldgia, amely
célzottan ezekbe a szekvencidkba irdnyitja a transzgén integralodasat,
fiziologias koriilmények kozott irrelevans). A szintetikus cink finger (CF)
fehérjék a DNS-koto fehérjék egy olyan csaladjat alkotjak, amelyek nem csak
specificitassal, hanem flexibilitassal is rendelkeznek. Az HIV-1 IN és E2C

crer

egyedi, 18 bazisparos szekvencidhoz kotodik) alkotta fuzios fehérje sikeresen



iranyitott retroviralis integracioés eseményeket E2C-koto hely kozelébe in
vitro. A TyS5 éleszto retrotranszpozon sikeres célzott inszercidja pedig egy
alternativ stratégia lehetdségét vetitette elore, amelyben az IN/transzpozéaz
fehérjéket olyan peptid motivumokkal médositjuk, melyek kdlcsonhatasba
1épnek kromoszomalis célhelyekhez kotddo fehérjékkel.

Kisérleteink célja az SB transzpozon kromoszoémalis inszerciojat
befolyasold tényezok feltérképezése volt, kiilonds tekintettel a
kromoszomalis megoszlasra és a fogadd DNS azon fizikai paramétereire,
melyek hozzajarulnak az inszercids célhelyek kivalasztasahoz a transzpozicid
soran. Ezen tulmenoden, a kisérletek lényeges célkitiizése volt olyan
molekuldris stratégiak kidolgozéasa, amelyek alkalmasak lehetnek arra, hogy
az SB transzpozont a human genom elore meghatarozott célhelyeire
iranyitsuk. Miutdn a transzpozon rendszer két f6 funkcionalis komponensbol
all (a transzpozon DNS-bdl ¢€s a transzpozaz fehérjébodl), a transzpozicids
komplex cél DNS-hez val6 irdnyitasa elvben barmelyik komponenssel valo
kolcsonhatason alapulhat. Ennek megfelelden harom kiilonbozo stratégiat
értékeltliink; mindharom azon alapul, hogy specifikus DNS-fehérje
kolesonhatasok révén a transzpoziciés komplexet egy adott kromoszoémalis

régioba irdnyitjuk.



Anyag és modszer

Plazmid DNS manipulaciok, PCR és elektroforetikus mobility shift
assay. A restrikcios emésztések, klonozasi 1épések, plazmid DNS tisztitas,
PCR reakciok és in vitro DNS kotési kisérletek (EMSA) standard molekularis

biologiai modszerek alkalmazasaval torténtek.

Szovettenyészet és transzfekcio. A huméan HeLa sejteket 10% fetal bovine
szérummal kiegészitett DMEM médiumban tartottuk. A transzpozicios assay
soran 10> sejtet transzfektaltunk Fugene6 transfekcids reagenst (Roche)
hasznalva 90 ng transzpozon donor plazmiddal, 90 ng transzpozaz
expresszios plazmiddal és 90 ng irdnyitd fuzids fehérjét expresszalod
plazmiddal. A doxyciklin szelekci6 a gyartd (Clontech) javaslata alapjan az 1
ug/ml koncentracidban tortént. A transzgenikus HeLa-alapu setjvonalat a
pTRE-d2EGFP (Clontech) és pSV40-Hygro plazmidok kotranszfekciojaval

¢és hygromycin szelekcioval allitottuk eld.

Integralodott transzpozonok izoldlasa kromoszémalis DNS-bél plazmid
“rescue”-val. Zeocin-rezisztens sejtklonok genomikus DNS-ét a Qiagen
DNeasy tissue kit segitségével tisztitottuk. A DNS-t (kb. 5 ug) Nhel, Spel
and Xbal restrikcids enzimekkel emésztettiik, melyek kompatibilis végeket
eredményeznek, és nem hasitanak a transzpozonon beliil. Az emésztett DNS-t
500 ul térfogatban, 1200 egység T4 ligazzal (NEB) ligaltuk 16° C-on 12 6ran
keresztiil, melyet egy kloroformos extrakcid és 50 ul 2.5 M kalium acetat (pH
8.0) hozzédadasa kovetett. A ligdlt DNS-t kicsaptuk, és DH10B E. coli
elektrokompetens sejtekbe (Gibco BRL) elektroporaltuk.

Transzpozon inszerciés helyek térképezése. A MAR-Wiz szoftver

(http://www.futuresoft.org/MAR-Wiz/) S/MAR régiokat prediktdl DNS




szekvencia ill. olyan szerkezeti jellemzOk alapjan, mint az AT-gazdagsag,
hajlithatosag és topoizomeraz II felismero helyek jelenléte, amelyek altalaban
egylittesen fordulnak eld az S/MAR régiok kornyezetében. A MAR-Wiz

standard paramétereit hasznaltuk.

Strukturalis vizsgalatok. A B-DNS csavarodast, A-filicitast, DNS-
hajlithatosagot és fehérje-indukalt deformalhat6sagot egy harom bazisparos
csuszd ablak segitségével elemeztiik, mely alkalmas arra, hogy az egymas
mellett 1évd bazisok DNS biofizikai tulajdonsagaira gyakorolt hatasait mérje.
A transzpozon inszercids helyeket egy véletlenszertien kivalasztott DNS
adatbazishoz, mint kontroll csoporthoz hasonlitottuk. A MANOVA
(multivariate analysis of variance) szoftvert hasznéltuk az inszerciés helyek

¢s a kontroll kozotti kiilonbségek szignifikancidjanak megallapitasara.

DNase I emésztés. A kettds szala oligonukleotidokat oc->*P-dATP-vel és
Klenow polimerazzal radioaktivan jeldltiik, melyet egy DNase I-gyel torténd
emésztés kovetett olyan koriilmények kozott, hogy az atlagos molekulankénti
hasitasok szama <1 volt. A reakcidé 90 masodpercig tartott 37°C-on, majd a
reakcidt leallitottuk 1 térfogat 80% formamide, 0.1% bromophenol blue es 10
mM EDTA hozzéadasaval, melyet egy 8% polyacrylamide denaturalé (8§ M
urea) gélen vald szepardlas kovetett. A megszaritott gélt egy phosphorimager
screenre expondltuk, és egy Molecular Dynamics Phosphorlmager System

segitségével kvantitaltuk.

SAF-kotésen alapuldo pull-down assay. Radioaktivan jelolt DNS
fragmentumokat inkubaltunk rekombinans, IgG-gyongyokon immobilizalt
SAF-A peptiddel. Nem-specifikus kompetitorként fragmentalt E. coli DNS-t
hasznaltunk 1:1000 aranyban. A nem kotott DNS-t moséassal eltavolitottuk,

majd a kotott DNS-t szcintillacios szamlalassal kvantitaltuk.



Eredmények

A Sleeping Beauty transzpozon célhely-kivalasztasa

A Sleeping Beauty transzpozon inszercioja random a human genomban

Az SB transzpozon genomikus integraciés mintdzatanak tanulméanyozéasa
érdekében nagy szamu inszercidt indukéaltunk human HeLa sejtekben. A
transzpozicids assay egy zeocin rezisztencia génnel (zeo) ellatott SB
transzpozon extrakromoszomalis plazmidokbdl kromoszémékra vald
humén kromoszomakra szamitégépes analizissel (BLAST). Ugyan a
transzpozicios események kromoszémalis megoszladsa nem volt egyforma,
egyértelmi kromoszémalis ill. szub-kromoszémalis preferencidkat nem
lehetett megéallapitani. Ez a megfigyelés azt sejteti, hogy barmely
kromoszoma szolgalhat transzpozicids célként. A 138 inszerciobol 48 (35%)
tortént atir6do régidkban. Miutan a humén genom kb. egy harmada atirodik,
az adatok azt mutatjak, hogy a transzkripcié sem negativan, sem pozitivan
nem befolyasolja a transzpozon integralodasat. Az eredmények tehat az SB

transzpozon random kromoszomalis inszercidjat timasztjak ala.

Sleeping Beauty egy palindrom AT-ismétlodést részesit elonyben
inszerciojahoz

Sleeping Beauty (és az 0Osszes tobbi Tcl/mariner csaladba tartozo
transzpozon) TA dinucleotidokba inszertalédik, melyek atlagosan 20
bazisparonként fordulnak el6 a gerinces genomokban. A kovetkezokben azt
vizsgaltuk, hogy minden TA egyformén elonyds célhely-e az SB szamara,
vagy esetleg egyéb szekvencidk is befolydsoljak a célhely kivalasztasat. 71
kromoszémalis célhelyet illesztettiink a TA inszercids ponton egyezo
orientacidban (a transzpozonhoz képest), €s megallapitottuk a konszenzus
célhely szekvencidjat. Ez egy nyolc bazisparos, palindrom AT-ismétlddés:
ATATATAT, amelyben a kdzponti TA az inszercids hely.
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A DNS strukturalis tulajdonsagai Sleeping Beauty inszercios helyeken

Miutan talaltunk egy kozds DNS szekvenciat, mely preferalt célhelyként
szolgal, a kovetkezOkben azt vizsgéltuk, hogy van-e barmi k6zos az SB
inszercios helyekben a DNS szerkezeti tulajdonsagainak tekintetében. Az itt
vizsgalt szerkezeti tulajdonsagok a GC tartalomra, B-DNS csavarodasra, A-
filicitdsra, DNS hajlithatosagra és fehérje-indukalt deformalhatosagra
terjedtek ki. A vizsgalt adatbazis 58 szekvenciat tartalmazott, mindegyik 61
bazisparral a célhelyként szolgalo TA két oldalan, mig a kontroll csoport a
human 21-es kromoszéma random modon kivalasztott DNS szekvencidibol
allt (melyek szintén egy TA-ndl lettek illesztve annak érdekében, hogy maga
a TA é&ltal reprezentalt DNS szerkezeti sajatsagokat kiszlrhessiik). Az
eredmények azt mutattdk, hogy a DNS hajlithatosag tekintetében a két
mintacsoport szignifikdnsan kiilonbozott egymastol (95%-os konfidencia
szinten); az eltérd bazispar pozicidk csoportban és az inszercids helyek
kozvetlen kornyezetében térképezodtek. Egy DNase 1 emésztésen alapulod
assay segitségével megerdsitettiik, hogy az SB inszercios helyek fokozott

DNS hajlithatosaggal jellemezhetok.

Hidrogénkétési mintazatok a transzpozon inszercios helyein

Valoszinlsithetd, hogy a transzpozéaz - mas DNS-koto fehérjékhez hasonldan
- hidrogén-kotéseket 1étesit DNS szubsztratjaval. Vizsgélatainkban
Osszehasonlitottuk a Tcl/mariner transzpozon csalad inszercids helyeit és
random moddon kivalasztott DNS szekvencidkat abban a tekintetben, hogy
milyen mértékben képesek hidrogen-kotéseket alkotni a DNS nagy arkéaban.
Mind az SB, mind a Tcl transzpozonok inszercios helyei egy szimmetrikus,
10 bazisparos (belértve a TA célszekvencidkat is), palindromikus mintazatot
mutattak. Valoszinlisithetd tehat, hogy a fogadé DNS hidrogénkotési
potencialja hozzdjarul a transzpozonok inszercidés mintdzatdnak

kialakulasahoz.



Iranyitott Sleeping Beauty transzpozicio human sejtekben

Transzpozaz fuziok transzpozicios aktivitasa

Az irdnyitott transzpozicid céljara olyan kisérleti stratégidkat kovettiink,
melyek soran a kromoszomalis cél DNS-koto fehérjék 1) transzpozazzal, 2) a
transzpozon DNS-t kotd fehérjével, vagy 3) a transzpozazzal interakcioba
1€po fehérjével kialakitott fuzios fehérjéket alkalmaztunk.

Az elsd stratégia keretében olyan fehérjéket alakitottunk ki,
melyekben az SB transzpozaz fuzionaltatva van a tetraciklin represszorhoz
(mely specifikusan koti a tetraciklin operator szekvencidt), vagy a Jazz ill. az
E2C CF fehérjékhez. A transzpozaz fuziok aktivitasat egy PCR-alapu un.
excizios (kivagodasi) teszttel, ill. egy kromoszomalis transzpozon inszercios
assay segitségével vizsgaltuk. Négy tesztelt konstrukcio koziil csak a Jazz/SB
fizi6 mutatott detektdlhatd — de a nem fuziondlt transzpozdzhoz képest
jelentosen alacsonyabb — aktivitdst human HeLa sejtekben. Mindazonaltal, a
Jazz/SB fuzio6 altal generalt kromoszomalis inszercidk kozott nem tudtunk
iranyitott eseményeket kimutatni, sem az utrophin l6kuszban, sem olyan
kromoszomalis kornyezetben, amelyben a Jazz 9 bazisparos felismerohelye
elofordul. Az eredmények azt mutatjak tehat, hogy a legtobb kozvetlen fuzid
negativ hatdssal van az SB transzpozaz aktivitdsara, valamint hogy célzott

transzpozicidhoz nagyobb DNS-koto specifitasra van sziikség.

Iranyitott transzpozicio transzpozon DNS-t k6to fuzios fehérjékkel

Miutan a kozvetlen transzpozaz modositdsoknak negativ hatasuk volt a
transzpoziciora, a kovetkezokben egy olyan stratégiat teszteltiink, mely a
transzpozon DNS modositasan alapul. Kisérleteinket olyan kromoszémalis
régidkba vald irdnyitott transzpozicidoval kezdtiik, melyek gyakran
elofordulnak a genomban, melyek bazis-Osszetétele AT-gazdag, és
melyeknek ismert jol jellemzett, kdlcsonhtasba 1€pd fehérje-determinansa. A

scaffold/matrix attachment régiok (S/MAR), melyek a sejtmagi matrixhoz



val6 kapcsolodéasaval 6nallo kromoszomalis ,,loop*“-okba szervezi a genomot,
megfelelnek ezeknek a szempontoknak.

A kovetkezokben egy olyan fehérje fuziot alakitottunk ki, melyben a
SAF-box (mely egy evoliciosan megdrzodott S/MAR-koto fehérje) az E. coli
LexA fehérje C-terminusara van fuziondlva. A LexA feladata, hogy a
transzpozon DNS-be iiltetett LexA operator szekvencidhoz kotodjon.
Hipotézislink az volt, hogy a LexA-SAF fuziés fehérje kromoszomalis
S/MAR régidkhoz valamint a transzpozon vektorhoz val6 szimultan kotddése
révén a transzpozicios komplexet a célhelyek kozvetlen kozelébe tudjuk
iranyitani. A transzfektalt HeLa sejteket ,,pool“-oztuk, az integracids helyeket
klénoztuk és azokat egy MAR-Wiz nevii szoftver segitségével analizaltuk. 56
mintat hasonlitottunk egy azonos szamu kontroll csoporthoz a prediktalt
S/MAR regiokhoz valo fizikalis kozelség tekintetében. Egy statisztikusan
szignifikans (p=0,024) kiilonbséget mértiink a két adatcsoport kozott;
nevezetesen azon inszerciok szamaban, melyek a legkdzelebb térképezddtek
egy S/MAR-hoz. Az ily mddon izolalt potencialis S/MAR regiokat egy in
vitro SAF-box kotési teszt segitségével validaltuk, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy ezek az iranyitott SB inszerciok valéban a SAF-box
DNS-ko6to aktivitdsdnak eredményei.

A kovetkezd kisérletek soran a human genom egy egyedi 16kuszaba
probaltuk irdnyitani a transzpozicids eseményeket. Ecélbol a TetR-operator
rendszerre koncentraltunk. A SAF-box kotddésével ellentétben a TetR
kotodése az operatorhoz magas szintll szekvencia-specifitdst mutat.
Eloallitottunk egy olyan HeLa-alapt transzgénikus sejtvonalat, mely
tartalmazta a TRE régiot (a tetraciklin operator 7-szeres ismétlodése), mint
modell kromoszomalis célhelyet. Az iranyit6 fuzios fehérje a TetR-bdl és a
LexA fehérjébol allt, mindkét fuzids partner kotési aktivitasat in vitro
bizonyitottuk.

A transzgénikus HeLa sejteket transzfektaltuk, a kolonidkat ,,pool*-

oztuk, és az irdnyitott transzpozicios eseményeket PCR segitségével
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teszteltiink genomikus DNS preparatumbodl. Az integralodott transzpozont
mindkét lehetséges orientdcioban detektaltuk a TRE-EGFP l6kuszban, de
csak a LexA kotohelyet tartalmazo vektorral, ami arra utal, hogy a LexA
fehérje és a transzpozon DNS-ben reprezentdlt kotdhelye kozotti
kolcsonhatds elengedhetetlen feltétele az irdnyitott transzpozicios
eseményeknek. A PCR termékek szekvendldsa bizonyitotta, hogy az SB
transzpozon két lehetséges orientacidoban integralodott a TRE régiotol 44 ¢és
48 bazispar tavolsagra 1évdo TA szekvencidkba. Megallapithatjuk tehat, hogy
stratégiank, mely az irdnyito fuzios fehérjék azon képességén alapul, hogy a
cél DNS-t és a transzpozont is képesek kotni, sikeresen juttatott SB

transzpozon inszerciokat a human genom egy specifikus 16kuszéaba.

Iranyitott transzpozicio transzpozadz fehérjét koto fuzios fehérjékkel

Szadmos, a természetben eloforduld transzpozon alkalmaz fehérje-fehérje
kolcsonhatasokon alapulé mechanizmusokat specifikus célszekvencidkba
torténd iranyitott transzpoziciora. Ahhoz, hogy egy ehhez hasonld stretégiat
adaptaljunk az SB transzpozonra, eldsorban olyan fehérjéket kell
azonositanunk, melyek kdlcsonhatasba Iépnek a transzpozédzzal. Egy korabbi
munkank sordn azonositottunk egy, a transzpozdz N-terminusan (az N-
terminalis 57 aminosavban kodolva) elhelyezkedd domaint, mely a
transzpozaz molekulak kozotti kolesonhatasokért felelos. Ennek megfeleloen
elképzelésiink az volt, hogy az N-57-et tartalmazé fuzios fehérjék megodrzik a
cél DNS-t és a transzpozazt kotd képességiiket anélkiil, hogy ez a
kolcsonhatas negativan befolyasolna a transzpozicio folyamatat.

A mar fent leirt kisérletes stratégiat alkalmaztuk, azzal a
kiilonbséggel, hogy az iranyito fuzids fehérje a TetR-bol és az N-57-bol allt.
Az integralddott transzpozont mindkét lehetséges orientacioban detektaltuk a
TRE-EGFP l6kuszban, de csak az N-57-et tartalmazo fuziés fehérjével, ami

arra utal, hogy az N-57 és a transzpozaz kozotti kdlcsonhatéas elengedhetetlen
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feltétele az iranyitott transzpozicios eseményeknek. Tovabba, irdnyitott
transzpoziciot csak doxyciklin (egy antibiotikum, ami gétolja a TRE és a
TetR kozotti kolcsonhatast) hidnyaban tudtunk detektalni, ami jelzi, hogy a
TRE 6nmagaban nem preferalt inszercids hely. Mind az N-57, mind a TRE ¢és
a TetR kozotti kolcsonhatas (tehat egy aktiv irdnyitdé mechanizmus
komponensei) sziikségesek az iranyitott transzpoziciohoz. Osszességében 12
inszercids helyet klonoztunk ki a TRE-EGFP cél 16kuszbdl (ezek 6 fliggetlen
transzfekcidobol szarmaztak), ezek kiiziil 3 helyen tobb, egymastol fliggetlen
transzpozicids esemény is tortént. Az iranyitott transzpozicids események
gyakorisaganak becslésére a lokusz-specifikus PCR tesztet egyedi klonokon
is elvégeztiikk. Ez a gyakorisag >10%, tehat atlagosan kb. minden tizedik
transzgénikus sejtklon tartalmaz legalabb egy iranyitott transzpozon
inszerciot. Megallapithatjuk tehat, hogy az N-57 és a transzpozaz kozotti
fehérje-fehérje kolcsonhatason alapuld stratégia sikeresen alkalmazhat6 az
SB transzpozon a humén genom egy specifikus lokuszaba torténo

inszercidjara.
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Uj tudomanyos eredmények

Megallapitottuk, hogy a kisérletesen indukalt Sleeping Beauty
transzpozon inszerciok kromoszomalis eloszlasa a human genomban
random, az inszercios események barmely kromoszéman
megtorténhetnek, nincsenek kiemelten preferdlt célhelyek (un.
,hotspot“-ok), és a kodolo ill. nem koédolé DNS egyforman alkalmas

a transzpozon inszerciora.

Megallapitottuk, hogy lokalis szinten az SB transzpozon egyértelma
specifitast mutat az inszercios helyek tekintetében, melyet a fogado
DNS primér szekvencidja és strukturalis jellemzoi befolydsolnak. Az
SB transzpozon preferdlt inszerciéos helyei egy palindrom
szekvenciaji AT-ismétlodéssel, fokozott hajlithatosdggal és a DNS
nagy arkanak szimmetrikus mintdzati hidrogénkdtési potencialjaval

jellemezhetok.

Demonstraltuk, hogy az SB transzpozont irdnyitott transzpozicidval a
huméan genom bizonyos meghatarozott pontjaira lehet juttatni.
Kisérleteink elsoként a vilagon nyujtanak bizonyitékot arra, hogy egy
amugy random moédon integraldodd transzpozont kromoszomak

kivalasztott l6kuszaiba lehet iranyitani.

Kidolgoztunk egy olyan kisérleti stratégiat, mely irdnyitd fuzids
fehérjék azon képességén alapul, hogy kolcsonhatdsba 1épnek a

transzpozon DNS-sel, és ezaltal a human genom egy specifikus DNS

crer

Az SB transzpozdz N-termindlis domainje sikeresen irdnyit
transzpozon inszercidkat a huméan genom egy adott I6kuszaba, ennek
hatékonységa eléri a 10’-szeres diisulast a random transzpoziciohoz

képest egy adott TA helyre vetitve.
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Kovetkeztetések és javaslatok

A DNS Sleeping Beauty célhely-szelekciot befolydsolo fizikai jellemzoi

Az integral6do vektor rendszerek célhely-szelekcidjat szdmos tényezod
befolyéasolja. Ezek kozé tartozik a célhely kromatin komponensek altal
befolydsolt hozzaférhetdosége, a DNS primér szekvencidja és fizikai
szerkezete, olyan endogén fehérjék expresszidja, amelyek egy adott DNS
szakaszon beliil kotodnek, valamint a rekombindz fehérje sajat DNS-
felismerési és katalitikus jellemzoi.

Kisérleteinkben Sleeping Beauty inszercios helyeket jellemeztiink
mind genomi szinten (az inszercios helyek kromoszomalis térképezésével),
mind lokélisan (a fogadé6 DNS szekvencidjanak és strukturalis jellemzdinek
vizsgalataval). Megallapitottuk, hogy a kisérletesen indukalt Sleeping Beauty
transzpozon inszerciok kromoszomalis eloszlasa a human genomban random,
az inszercios események barmely kromoszéman megtorténhetnek, nincsenek
kiemelten preferalt célhelyek (n. ,hotspot“-ok), és a kodold ill. nem kodolod
DNS egyforman alkalmas a transzpozon inszerciora.

Virus-alapu vektorokkal (retrovirus-, lentivirus- és AAV-alapu
vektorok) dsszehasonlitdsban elmondhato, hogy az SB transzpozon génekbe
torténo integralddasra valo preferencidja sokkal kisebb (az SB inszerciok
35%-a torténik RefSeq génekben, mig ez az arany ASV-re 53%, MLV-re
51%, HIV1-re 83% ¢és AAV-re 72%), és ennek megfeleloen az SB
technoldgia a jelenleg alkalmazott viralis megkdzelitéseknél biztonsdgosabb
génbeviteli mdodszer génterapids eljarasokra.

A DNS két tulajdonsaga definidlja az SB transzpozon altal preferalt
integracios helyeket, ezek a DNS hajlithatosaga és a cél DNS nagy arkanak
szimmetrikus hidrogénkotési mintazata. A hajlithato struktura fontos lehet

ahhoz, hogy a DNS-hez ko6tddd transzpozaz végigvigye a szaltranszfert (a
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DNS mindkét szaldt meg kell torni, és a transzpozon 3° végeit egy
transzészterifikacidos folyamat keretében a cél DNS-be integralni). Az
inszercios helyek 10 bazisparos, palindrom mintdzatu hidrogénkotési
potencialja azt sugallja, hogy a cél DNS-t a transzpozaz dimer vagy multimer
formaja koti. Ezt tdmasztja ala egy korabbi megfigyelésiink, miszerint a
transzpozaz tetramert alkot oldatban. A hidrogénkotési mintdzat tovabba
jelzi, hogy a transzpozéaz a cél DNS nagy arkaval 1ép kdlcsonhatésba.
Mindent 6sszevetve elmondhatjuk, hogy a transzpozonok cél DNS-sel
valé kolcsonhatdsa, valamint az inszercids helyek kivalasztisa joval
specifikusabb folyamat, mint azt kordbban feltételeztiik. Eredményeink arra
engednek kovetkeztetni, hogy a fogadd DNS részérdl a meghatarozo tényezo
a strukturalis sajatossagok, nem pedig a primér szekvencia. Vizsgalataink azt
mutatjak, hogy a DNS egyes fizikai tulajdonsagainak kombindcidja egy

térbeli optimumot szolgéltat a transzpozaz 4ltal katalizalt folyamatokhoz.

Lépések az iranyitott Sleeping Beauty transzpozicio felé
Munkankban bemutattuk, hogy az irdnyitott transzpozon integracid
lehetséges human sejtekben. Ez a tény dnmagéban is figyelemremélto, hiszen
az SB transzpozon kromoszdmalis inszercidja amugy teljesen random.
Iranyitott SB transzpoziciora harom kiilonb6zd molekularis stratégiat
vizsgaltunk, melyek egy heterolog DNS-koto fehérje 1) transzpozazhoz, 2)
egy transzpozon DNS-t kotd fehérjéhez, 3) egy transzpozazzal
transzpozaz fuziok kozil csak egy (a Jazz/SB fuzid) mutatott transzpozicids
aktivitast, de irdnyitott transzpozicios eseményeket ezzel a fehérjével nem
kaptunk. A Jazz 9 bazisparos DNS felismerési specifitisa minden bizonnyal
nem elegendd a transzpozicidés komplex irdnyitasdhoz. A jovo Utja a nagy
specifitassal és egyben nagy affinitdssal rendelkez6 mesterséges CF fehérjék
izolalasa és a fuzios fehérjék domainjeit 6sszekotd spacer régiok tervezése és
szelekcioja.
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A masodik, sikeresebb stratégia olyan fuzids fehérjéken alapult,
melyek képesek két olyan DNS molekulét kétni és egymashoz kozel hozni,
melyekben a fuzios partnerek kotd helyei reprezentdlva vannak. Ezt olyan
modon teszteltiik, hogy a transzpozonba épitettiink egy LexA operatort, ¢s
kialakitottunk egy LexA fehérjébol és egy SAF-box-bol 4ll6 fuzids fehérjét.
A SAF-box specifikusan koti a scaffold-matrix attachment régidkat
(S/MAR). A fuzios fehérje jelenlétében megnovekedett az S/MAR régiok 1
kilobazisos kornyezetében bekovetkezo inszerciok eldéfordulasi gyakorisaga.
Nagy DNS szekvencia-specifitassal rendelkezo fehérjékkel valo irdnyitott
transzpozici6 lehetdségét a tetraciklin represszort (TetR) és a LexA-t
tartalmazo fuzidval vizsgaltuk egy TRE (tetracycline response element)
l6kuszt hordozé transzgénikus HeLa sejtvonalban. Mindkét lehetséges
orientacidban detektaltunk iranyitott SB inszerciokat 44 ill. 48 bazispar
tavolsagra a célzott TRE régiotdl. Iranyitott transzpozicids eseményeket csak
a LexA operatort tartalmazé transzpozon vektorral kaptunk, ami azt jelzi,
hogy az iranyitdé fehérje és a transzpozon DNS kozotti kdlcsonhatas
elengedhetelen feltétele az iranyitott SB inszercidknak. Valoszinlsitheto
tehat, hogy ezek az irdnyitott transzpozicios események valdban az iranyitd
fuzios fehérje azon képességén alapulnak, hogy egyidejlleg képes kotni mind
a transzpozon- mind a befogadé cél DNS-t. Megallapithatjuk tehat, hogy ez a
stratégia igéretes, mivel nincs negativ hatassal a transzpozici6 folyamatara,
de a modszer sikere azon mulik, hogy az irdnyito fuzios fehérje megfeleloen
I1épjen kolcsonhatasba a moédositott transzpozonnal.

Egy harmadik stratégiat is értékeltiink, ez egy olyan irdnyitd fuzios
fehérjén alapult, mely egy specifikus DNS-k6tdé domainen kiviil tartalmazta
az SB transzpozaz fehérje-fehérje kolcsonhatdsért felelos N-terminalis
domainjét. Hatékony iranyitott transzpoziciét mutattunk ki e stratégia
alkalmazasaval: a transzpozicion atesett sejtek 10%-a tartalmazott legaldbb
egy iranyitott transzpozicidés eseményt a célzott kromoszémalis régidban.

Miutan a human genom barmely TA szekvencidjaba torténd transzpozicid
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elméleti gyakorisaga random inszercié esetén kb. 1/10° az altalunk
kidolgozott stratégia e gyakorisag kb. 10’-szeres dusulasanak felel meg egy
adott l6kuszra vetitve. E modszer 1ényeges elonye a kozvetlen transzpozéz
fuziokkal szemben az, hogy a transzpozdz fehérjét nem sziikséges
modositani, és ennélfogva a transzpozdz modositasanak negativ hatdsai
kikiiszobolhetoek.

Az iranyitott transzpozicidés események molekuléris vizsgélata a
kovetkezd kovetkeztetéseket engedi levonni. El10szor is, bar detektaltunk egy
preferalt integracids ,,hotspot“-ot 44 bazispar tavolsagra a TRE-tol, az
irdnyitott transzpozicids események egy 2,6 kilobdzisos szakaszon beliil,
szétszorva helyezkedtek el a TRE kornyezetében. Megfigyeléseink az
irdnyitott transzpozicié egy olyan modelljét tdmasztjak ald, melyben a
transzpozicios komplexet fehérje-fehérje kolcsonhatasok iranyitjak egy adott
kromoszomalis régidba, de azt, hogy ezen a région beliil pontosan hol fog az
inszercids esemény bekodvetkezni, a fogadd6 DNS és a transzpozon kozotti
kapcsolatok biokémiai és biofizikai szabalyai hatarozzak meg. Masodszor,
kisérleteinkbdl egyértelmiien kideriil, hogy az iranyitott transzpozicios
események mellett nagy szamban fordulnak el6 nem iranyitott események is.
E tekintetben fontos hangstlyozni, hogy a jelen kisérletekben hasznalt SB
transzpozaz cél DNS-s koto aktivitasa teljes mértékben intakt volt. Ez azt
jelenti, hogy mihelyt bekeriil a sejtmagba, a transzpozaz potencialis TA
célhelyek ezreivel ,taldlja magat szemkozt®, €s az ezekbe a TA helyekbe
torténd inszerciot nem akadalyozza semmi. Vagyis a transzpozaz nem-
specifikus DNS-kotési aktivitdsa kompetdl azzal a specifikus DNS-kotési
aktivitassal, mely sziikséges a célzott DNS szekvencidba torténo
inszercidhoz, és ezaltal csokkenti az iranyitott transzpozicids események

gyakorisagat.

Helyspecifikus transzgén inszercids technologidknak a molekularis genetika

legalabb harom teriiletén van gyakorlati jelentdségiik. E10szor is, irdnyitott
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transzpozicioval olyan genomok helyspecifikus manipuldcioja eldtt nyilhat
meg az ut, amelyekben homolog rekombinacion alapuld technikdak még nem
lettek kifejlesztve. Masodszor, helyspecifikus transzgén inszercioval
elkertilhetoekké valhatnak a transzgénikus beavatkozasok soran oly gyakran
megfigyelt pozicid hatdsok és transzgén csendesitési jelenségek. Végiil, de
nem utolsésorban, az a lehetoség, hogy a genom biztonsagos célhelyeire
juttassunk transzgén konstrukcidkat, potencidlisan csdkkentheti a
genotoxikus hatasokat, és ezaltal nagymértékben hozzajarulhat biztonsagos
vektorrendszerek génterdpids alkalmazasdhoz. A kihivas most az, hogy
fizioldgidsan relevans célhelyeket azonositsunk a huméan genomban, és hogy
olyan fehérjéket allitsunk elo, amelyek ezekhez a célhelyekhez kotodnek, és
amelyek ezekbe a célhelyekbe nagy hatékonysaggal képesek transzpozicids

eseményeket iranyitani.
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